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ヒ ト口腔扁平上皮癌細胞HSC-3におけるHsp47の発現
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　熱 シ ョックタンパ ク質(Hsps)は細胞が高温
にさらされた際に,発現が増加す るタンパク質 と
して1974年に同定 された1)。その後,熱 だけでな
く活性酸素や重金属,紫 外線,低 酸素,細 菌感染
などのス トレスにも応答 し,細胞 を保護す ること
か ら広 くス トレスタンパ ク質 と称 され るよ うに
なった。 しか し1980年代半ばには,さ らにス ト
レス下の細胞だけでなく,正常の細胞にも発現 し,
タンパク質の折 りたたみや会合を助 ける分子シャ
ペロ ンとして機能す ることが明 らかに された2)。
Hspsは分子 シャペロンとして分子量の違いか ら
い くつかのファミリーに分類 されてお り,ス トレ
スによって変性 したタンパ ク質や折 りたたみに異
常があり機能できないタンパク質に結合 して修復
する,修復が不可能な場合 は分解へ導 く,な どタ
ンパク質の 「品質管理」 を担っている3)。
　Hsp47は1986年にNagataらによって発見され




-グ リシン配列 を認識 して結合 し7),プ ロコラー
ゲンとともに小胞体からゴルジ装置シス面 まで輸
送 され る。 この過程でHsp47はプロコラーゲ ン
三重 らせんの形成やプロコラーゲンの分子成熟 ・
プロセッシ ングに関与 してい る。 この後Hsp47
はゴルジ装置でプロコラーゲンか ら解離 し,小胞
体に戻 り,再利用 されると考 えられている8,9)。こ
のよ うにHsp47はコラーゲ ン産生 においてシャ
ペロン機能,す なわ ちコラーゲ ン産生 の介助 を
行ってい るため,近 年ではHsp47の発現 を抑制
することで,尿 細管間質線維化のような線維性疾




























るが,こ の際,基 底膜の産生 を必要 とする。そこ
で この点に注 目し,各 増殖段階でのHsp47発現
とIV型コラーゲン産生 との関係を検討 した。
材料と方法
　 1.細 胞 培 養
　 ヒ ト口腔扁平 上皮癌細胞,HSC-3(JCRBO623,
HSRRB,　Tokyo)に加 え,比 較検討 のため に ラッ
ト正 常 ケ ラ チ ノ サ イ ト,FRSK(JCRBOOO5,
HSRRB)を 用 い た。 両細胞 は10%ウ シ胎 児血 清
(FBS),100　units/mlペニ シ リ ン,100　mg/ml
ス トレプ トマ イ シ ン を含 むEagle's　Minimum
Essential　Medium(EMEM)培 地(Invitrogen,
USA)で 培 養 した。す べ て の実験 に おい て細胞
は2500cells/cm2の密度 で播 種 し,　CO2インキ ュ
ベ ー タ ー(37℃,5%CO2)内 で 培養 した。培
養初 期 は48時間 ご と,confluent近くは24時間 ご
と,confluent後は12時間 ご とに培地 を交 換 した。




Dulbecco'sリン酸 バ ッフ ァー(PBS)を 用 い て
(2)
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デ ィ ッシュか ら細 胞 をはが して 回収 し,血 球 計算
板 を用いて計測 した。 同様 の実験 を3回 繰 り返 し
た。
　 3.試 料 採 取
　 HSC-3細胞 を60mmデ ィッ シュ(NUNC)に
播種,培 養 し,成 長 曲 線 を作 製 した(図1A)。
それ を元 に活発 な細胞 増殖 が行 われて いる培 養4
日 を増殖 期,ほ ぼconfluentにな る培 養7日 を
confluent期,細胞 移動 が停 止 した と考 えられ る
培養9日 をconfluent期以 降 と し,そ れ らを検 索
対象 として以下 の検討 を行 った。 また,FRSK細
胞 につ いて は,成 長 曲線 を元 にHSC-3細胞 と同
様 の細 胞 密度 とな る培 養5日,8日,11日 を選
択 した。
　 4.WST-8ア ッセイによ る細胞 活性 の測定
　 HSC-3細胞 を96穴フ゜ レ ー ト(NUNC)に 播種
して 各 段 階 ま で 培 養 し,Cell　Counting　Kit-8
(CCK-8,同仁化 学,東 京)を 各 ウェル に10μl
添加 し,37℃で 発色 させ た。10μlの1%SDSを
添加す ることで反応 を停止 させ,反 応液 を適宜希
釈 して,マ イ クロ プ レー トリー ダーで450nmの
吸 光度 を測 定 した。細 胞 培養 液 中の濁 りに よる
バ ックグ ラ ウン ドを排 除す るた めに,650nmの
吸光度 を測 定 し,実 測値 か ら差 し引 いた。
　 5.Western　blot法によ るタンパ クの定量
　 1)タ ンパ ク抽 出
　 各 段階 の デ ィッ シュ か ら培地 を吸 引 し,PBS
で 洗 浄 後,500μlのSDSバ ッ フ ァ ー(58mM
Tris/HCl,　pH6.8,1.7%SDS,6%グリセ ロール,
0.8%2－メル カ プ トエ タノール,0.002%BPB)
を添 加 し,セ ル ス ク レ ーパ ー(IWAKＩ,　Tokyo)
で細 胞 と混 和 させ た。 それ を さ らに21Gの注 射
針(TERUMO,　Tokyo)に通 した後,100℃で5
分間加熱 した ものを タンパ ク抽 出液 とした。 タ ン
パ ク抽 出液 はBio-Rad　protein　assay(Bio-Rad
Laboratories,　USA)を 用いて定 量 した。
　 2)Western　blot
　 タ ンパ ク を10%SDS－ポ リア ク リル ア ミ ドゲ
ル で 分 離 し,セ ミ ド ラ イ ブ ロ ッ ト法 で
polyvinylidene　ifluoride　membrane(ATTO,
Tokyo)に転写 させ た。非 特異 的 な結合 を防 ぐた
め に膜 を5%ス キ ム ミル ク を含 むPBS,0.1%
表1　 RT-PCRに用いたプライマーの塩基配列
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Tween-20(PBS-T)で4℃一晩 ブ ロ ッキ ング し
たあ と,PBS-Tで洗 浄 した。 一次 抗体 と して マ
ウ ス 抗 ヒ トHsp47モノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(1:
2000,Stressgen,　USA),マ ウス抗 ヒ トβ一actin
モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体(1:5000,SIGMA,　USA)
を室 温 で1時 間反応 させ た後,PBS-Tで 洗 浄 し
た。 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体(CHEMICON,
Germany)を 反 応 さ せ,さ ら にHRPを
conjugateさせ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
(VECTASTAIN　ABC　kit,フナコ シ,東 京)を
反 応 させ,化 学 発 光(ECL-plus,　Amersham,
UK)で 検 出 した。検 出 され たバ ン ドはImage　J
を用 いて解析 し,そ れ ぞれの タ ンパ クの測定値 は
β一actinの測定値 で補正 した。
　 6.RT-PCR
　 各段 階 の デ ィッ シュ よ り細 胞 を回収 し,acid
guanidinium　thiocyanate　ph nol　chloroform
(AGPC)法に よ りtotal　RNAを 抽 出 した。 逆
転 写 反 応 は 反応 液20μl中 に0.5μgtotal　RNA,
50units　MuLV　Reverse　Transcriptase,50
nmol　Random　Hexamers(Applied　Biosystems,
USA)を 添 加 して行 った。　PCR反 応 は逆 転写 反
応液 に15pmolの特異 的な上流,下 流 プライマ ー
(表1),2.5unitsのAmpliTaq　DNA　polymerase
(Applied　Biosystems)を加 えて,合 計 で100μl
と して,step1:94℃1分,　step2:57℃1分,
step3:72℃2分を1サ イ クル と してGeneAmp
(3)
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PCR　system　9700(Applied　Biosystems)　で,
Hsp47は20サイ クル,　IV型コ ラ ーゲ ンは27サイ
クル,Ⅲ 型 コ ラーゲ ンは23サイクル,XVIII型コ
ラー ゲ ンは23サイ クル,ラ ミニ ン5は19サ イク
ル,β 一actinは15サイクル のPCR反 応 を行 った。
10μlのPCR産 物 を0.5μl　SYBR　Gold
(Invitrogen),0。5μlLoading　dyeとともに1.5%
アガ ロ ース ゲル で100V,15分間泳 動 した。検 出
され たバ ン ドはImage　Jを 用 い て解 析 し,そ れ
ぞれ のmRNAの 測 定値 は β-actinの測 定値 で補
正 した。
　 7.免 疫 蛍光組織化学 的検索
　 35mmデ ィ ッシュの底 に カバ ー ガ ラスを置 き,
その 上 でHSC-3細胞 を培養 したの ち,4%パ ラ
ホル ムアルデ ヒ ド/5%ス ク ロースで室温10分間
固 定 を 行 っ た。PBSで 洗 浄 後,0.5%
TritonX-100で室温5分 間処理 す る こ とに よって
細 胞膜 の透過性 を高 めた。次 に非特異 的反応 を防
止 す るた め,10%ヤ ギ正 常血 清 を室 温 で20分間
作用 させ た。500倍希釈 したマ ウ ス抗 ヒ トIV型
コ ラーゲ ンモ ノ クロ ーナル抗 体(CHEMICON)
を一次抗 体 と して4℃ で一晩 反応 させ た。Cy3ヤ
ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体(Jackson　Ｉmmuno
Research,　USA)を 暗 所 で 室 温1時 間 反 応 後,
PBSで 洗浄 した。再 度10%ヤ ギ正 常血 清 を暗 所
で 室 温5分 間 処 理 し,Zenon　Alexa　Fluor　488
Labelling　kit(Invitrogen)で標 識 した250倍希
釈 のHsp47抗体 を暗所 で室温1時 間反応 させ た。
PBSで 洗 浄後,再 度4%パ ラ ホル ムアル デ ヒ ド
で 固 定 を 行 い,封 入 し て 共 焦 点 顕 微 鏡
(LSM-510,　Carl　Zeiss,　Germany)で観 察 を行 っ
た。
　 8、 統 計 解 析
　 デー タは平 均値 ±標 準偏差で表 記 した。2群 の
検 定 はStudent's　t-testを用 いて検 定 した。　p値
が5%未 満 の とき統計 的に有意差 が ある とみな し
た。
　 1.HSC-3細胞 の増殖
　増殖 期(培養4日)で は細胞 は約60%confluent
で あった(図1B)。 またconfluent後も細胞 は増
2010
図1　 HSC-3細胞 の増殖
　 　 A;成 長 曲 線
　 　 B;増 殖 期(day4,×40対物 レ ンズ に て撮 影)
　 　 C;confluent期(day7,×40対物 レ ンズ に て撮影)
　 　 D;confluent期以 降(day9,×40対物 レ ンズ にて撮 影)
　 　 E:WST-8アッセ イに よ り測 定 した細 胞 増殖 活 性
殖 を続 け(図1A),　confluent期以 降(培 養9日)
では細胞 が数層重 な り合 ってい る様子 が観 察 され
た(図1D)。 さらに培養4,7,9日 にお け る細
胞 活性 を測 定す るため に,WST-8アッセ イを行 っ
た。confluent期(培養7日)か らconfluent期
以降 に か けて細胞 数 は1.4倍増加 して い るの に対
し(図1A),　WST-8アッセ イで も細 胞 数増加 に
応 じた吸光 度の増加 が見 られた(図1E)。
(4)
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図2　 Hsp47の発 現
　 　 A　 Western　blotで検 出 したHsp47タンパ ク
　 　 B　Western　blotで検 出 され たバ ン ドを定 量 化 し,　confluent期(day7)を100として グ ラ フに示 した。
　 　 C　RT-PCRで検 出 したHsp47　mRNA
　 　 D　RT-PCRで検 出 され たバ ン ドを定 量 化 し,　confluent期(day7)を100として グ ラ フに示 した 。
　 　 ★p<0,001はconfluent期(day7)との 差 が有 意 で あ る こ と を示 す。
　 2.Hsp47の発現
　培養4,7,9日 の細胞 か らタンパ ク を抽出 して
Hsp47のWestern　blotを行 っ た。 そ の結 果,増
殖 期(培 養4日)か らconfluent期(培養7日)
にか けてHsp47タンパ クの 発現 が増加 して いた。
しか しその 発現増 加 はconfluent期まで で あ り,
confluent期以降(培 養9日)で はconfluent期
に比 べて大 き く減少 してい た(図2A,　 B)。
　 培 養4,7,9日 の細 胞 か らRNAを 抽 出 して
Hsp47のRT-PCRを行 った とこ ろ,増 殖 期 か ら
confluent期に か けてHsp47　mRNAの 発 現 が有
意 に 増 加 し て い た。 し か し そ の 発 現 増 加 は
confluent期ま で で あ り,　confluent期以 降 に は
有 意 な 減 少 が 見 られ(図2C,　 D,　p<0.001),
Hsp47タンパ クと同様 の発現パ ターンを示 した。
　 3.基 底膜構 成因子の発現
　上皮細胞 が産生 す るコ ラーゲ ン として基底膜 の
構成成分 で あるIV型コ ラーゲ ンと同 じく基底膜 の
構成 成分 で あ る ラ ミニ ン5に つ い てRT-PCRを
用 いて検討 を行 った。IV型コ ラー ゲ ンmRNAの
発現 は増殖 期(培 養4日 〉 か らconfluent期(培
養7日)に か けて発現 が有意 に増加 したが(図3
A,p<0.05),　confluent期以 降(培 養9日)は
有意 に減少 した(図3A,　 p<0.001)。一方,ラ
ミニ ン5で は,増 殖 期 とconfluent期で は同程度
の 発 現 が 認 め ら れ た が,confluent期以 降 は
confluent期に比 べ て有 意 な 減 少 が観 察 され た
(図3B,　p<0.001)。
　 4.Hsp47とIV型コラーゲ ンの細胞 内局在
　 次 に,Hsp47とIV型コラーゲ ンの細胞 内 におけ
る局在 を調 べ るた めに,増 殖 期(培 養4日)の
HSC-3細胞 に おい て これ らの モ ノ クロ ーナル抗
体 に対す る蛍光 二重染 色 を行 った。Hsp47もIV型
コ ラーゲ ンも培養 したす べての細胞 で検 出 された
が,Hsp47は核 の周 囲 に 限局 して い た(図4A,
矢 印)。IV型コ ラーゲ ンは細胞全 体 に観察 され た
が,コ ロニ ー中央 の細胞 に比べて周 辺の細胞 が強
陽 性 で あっ た。 特 に先端 のfilopodiaと呼 ばれ る
(5)
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図3　 基 底 膜構 成 因 子 の 発現
　 　 A;IV型コ ラ ー ゲ ンmRNA
　 　 B;ラ ミニ ン5mRNA
　 　*p<0.05,**p〈0.001はconfluent期(day7)との差
　 　 が有 意 で あ る こ と を示 す 。
指状仮 足 に強 い陽性反応 が認め られた(図4,矢
頭)。 また周 辺部 の細 胞 では核 近傍 の小胞 体 もし
くはゴル ジ装 置 と考 え られ る領 域 でHsp47とIV
型 コ ラー ゲ ンが共発現 し,重 な り合 った黄 色の標
識 として観察 され た(図4B)。
　 5.正 常 ケ ラチ ノサ イ トにお け るHsp47およ
　　 びIV型コラーゲ ンの発 現
　RT-PCRを用 いてHsp47とIV型コラ ーゲ ンの
mRNA発 現 を検 討 した と ころ,　Hsp47はHSC-3
細 胞 と同様 に増殖 期(培 養5日)か らconfluent
期(培 養8日)に かけて有 意 に増 加 して いた(図
5A,　p<0.005)。しか しconfluent期以 降(培
養11日)で はconfluent期か ら細 胞数 が増加 して
い ない に もかかわ らず,こ れ らの発現 は さらに増







ゲ ンにお いて も,増 殖期 か らconfluent期以 降 に
か けて有意 に増加 した(図5B,　p<0.005)。
　 6.他 の コラーゲ ン分 子の発現
　 HSC-3細胞 に おい て Ｉ型 コ ラ ーゲ ン,Ⅲ 型 コ
ラーゲ ンお よびXⅧ 型 コラーゲ ンのmRNA発 現
をRT-PCRで 検 討 した。 そ の結果,ど れ も増 殖
期(培 養4日)か らconfluent期(培養7日)に
か けて有意 に増加 し,confluent期以降(培養9日)









　本研究の 目的 は,上 皮細胞におけるHsp47の
発現が基底膜の主成分であるIV型コラーゲ ンの合
成に関わっているとの考 えを改めて立証すること
にある。 このために,基底膜形成を前提 とす る細
胞 移動 に注 目して検 討 を行 った。 その 結果,
Hsp47の発現は盛んに細胞移動が行われる増殖期
からconfluent期にかけて増加 し,細胞移動が停
止 したconfluent期以降では減少 していた。 これ
に呼応 して,IV型コラーゲ ンがHsp47と同 じ発
現パ ターンを示 した。一方,同 じ基底膜の主成分
であるラミニ ン5の発現は増殖期か らすでに高 く,










てお り,そ の産生 はHsp47によって介助 されて
いる可能性が改めて示 された。
　培養細胞 は増殖 とともに基質上を移動 し範囲を
拡大す るが,上 皮細胞はその際基底膜の形成を必
要とす る。今回,基底膜の主成分であるIV型コラー




移動 している周辺部の細胞でIV型 コラーゲ ンが
より強い陽性反応 を示 した。 さらには細胞移動の
際に細胞質辺縁 に形成 され るfilopodiaが特に強
陽性であったことか らも,積極的に移動 している













サイ トに由来するFRSK細胞 においても,増 殖






じた 吸 光 度 の増 加 が 観 察 され た こ とか ら,
(7)





*p<0.05,**p<0.001はconfluent期(day7)との差 が 有意 で あ る こ と を示 す 。
HSC-3細胞培養においてconfluent期以降に見ら
れ るこれ らの発現減少は,細 胞の生活力が低下 し
たためでないことは明 らかである。 したがって,
この所見は正常上皮細胞ではconfluent後も基底
膜 産 生 を継 続 す る が,一 方 腫 瘍 細 胞 で は
confluent後に基底膜の産生が低下す ることを示
唆 してい る。 この点 は,HSC-3細胞 においてIV


















組 織 に比 べ て 高 く,悪 性 度 が 高 くな る ほ ど
Hsp47の発現が増加す るという報告 もあれば19),
一方で,リ ンパ節転移が見 られる原発腫瘍に比べ




類表 皮 癌 細 胞 の 細 胞 膜 に発 現 す るHsp47が
tetraspaninタンパ ク質であるCD9と複合体 を形
成 し,細胞外マ トリックスに固着することで細胞
の運動性 を阻害す ることを報告 し,Hsp47の発現
が低 いと癌細胞の浸潤に促進的に働 く可能性 を示
唆 してお り22),この点本研究 におけるconfluent
期以降の結果 と一致 している。 また,基 底膜はバ
リアとしての作用を持つため,そ の合成に関与す
るHsp47は浸潤 を抑制す る効果 を持つのかも し











検 索 した。 Ｉ型 コ ラー ゲ ン,Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ ン,
XVIII型コ ラーゲ ンの いず れ もがHSC-3細胞 に
おい て発現 し,IV型コ ラー ゲ ン同様,　confluent
期 に向 けて増加 した後,confluent期以 降減 少 し
た。 癌 細 胞 で は 浸 潤 や 転 移 に 重 要 で あ る
epithelial　to　mesenchymal　transition(EMT)
に関連 して Ｉ型 コラーゲ ンやⅢ 型 コラーゲ ンの発
現 が増加す ることが報 告 され てい る24,25)。したが っ
て,HSC-3細胞 にお け る これ らコ ラー ゲ ンの発
現 は,こ のよ うな腫瘍 化 によ る形 質転換 を表 して
いる可能性 が ある。 しか し,こ の仮説 を立証す る
には さらな る実験 が必要 で ある。XVIII型コラー
ゲ ンはそのC末 端 にエ ン ドス タチ ン領域 を含有
してお り,切 断 され ると血管 新生抑制 因子 と して
働 く26～28)。口腔扁平 上皮癌 ではHsp47の増加 に伴
うXVIII型コ ラー ゲ ンの増 加 に よ り,エ ン ドス
タチ ンの産生 が増加 し,血 管 新生 を抑制 す るこ と
で転 移が抑 制 され るこ とが報告 されて い る21,29)が,
それ がエ ン ドスタチ ンの産生低 下や さらに は血管
新生抑制 の解除 に関連 して い るか ど うかは,今 回
の実験系 で は判 断で きない。
　上皮細胞 におけるHsp47の発現 とIV型コラー
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